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略語表 
 
以下の略語を本文および図表中において使用した。 
 
AhR : aryl hydrocarbon receptor 
ATM : ataxia telangiectasia mutated 
BPA : bisphenol A 
CAR : constitutive androstane receptor 
CDK2 : cyclin-dependent kinase 2 
CTZ : clotrimazole 
CYP : cytochrome P450 
DBA : dibenz[a,h]anthracene 
DMEM : Dulbecco's modified Eagle's medium 
DMSO : dimethyl sulfoxide 
dNR-1 : distal nuclear receptor binding element 1 
EMA : European Medicines Agency 
eNR3A4 : essential distal nuclear receptor binding element for CYP3A4 induction 
ERK : extracellular signal-regulated kinase 
ER-6 : everted repeat separated by six nucleotides 
FDA : US Food and Drug Administration 
GAPDH : glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GBE : Ginkgo biloba extract 
hPXR : human PXR 
JNK : c-jun N-terminal kinase 
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MAP2K6 : mitogen-activated protein kinase kinase 6 (MKK6) 
MOI : multiplicity of infection 
PAHs : polycyclic aromatic hydrocarbons 
PBPK model : physiologically based pharmacokinetic model 
PCR : polymerase chain reaction 
PMDA : Pharmaceuticals and Medical Devices Agency 
PSA : polar surface area 
PXR : pregnane X receptor 
qPCR : quantitative PCR 
reNR3A4 : rifampicin eNR3A4 
RF : rifampicin 
RXR : retinoid X receptor 
SAR : structure activity relationship 
shRNA : small hairpin RNA 
siRNA : small interfering RNA 
SJW : St. John's wort 
TCDD : 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 
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緒論 
 
 薬物代謝酵素であるチトクローム P450（以下 CYP）は、医薬品や環境汚染物
質の代謝的解毒化もしくは活性化、さらにはステロイドホルモンなどの内因性
物質の生合成にも関与する重要な酵素である(1)(2)。CYP は遺伝子スーパーファ
ミリーを形成しており、ヒトやその他の動物種において多くの分子種の存在が
確認されている(3)(4)。その中でも CYP3A4 はヒトの肝臓や小腸における主要な
分子種であり(5)(6)、約 50%以上の治療薬の代謝に関与(7)する重要な薬物代謝酵
素である。現在の薬物治療では多剤が併用されるケースが多く、薬物相互作用
が大きな問題の 1 つとなっている。その中でも CYP 阻害は併用薬の血漿中濃度
を上昇させることで副作用のリスクを増大させ(8)、CYP 誘導は併用薬の血漿中
濃度を低下させることにより薬効の減弱をもたらす(9)。米国食品医薬品局 
(FDA)、欧州医薬品庁 (EMA)や医薬品医療機器総合機構 (PMDA)も医薬品開発
における薬物相互作用試験や添付文書への記載に関するガイダンスやガイドラ
イン(10)(11)(12)を発行するなど薬物相互作用が重要視されている。また近年、
健康の維持増進のために健康食品を利用する人が増えているが、2017 年に数多
くの健康食品に CYP 阻害や誘導による薬物相互作用のリスクがあるという報告
がなされ(13)、健康食品による薬物相互作用が危惧されている。しかしながら、
健康食品による CYP 誘導に関する詳細な報告は St. John's wort (SJW)による
CYP3A4 誘導などがあるものの(14)、まだその数は少ない。 
現在、医薬品開発では薬物相互作用のリスクが低い薬剤を開発するために探
索段階から CYP 阻害および誘導のスクリーニング(15)(16)を行うことで、リスク
を低減させた化合物を創出する取り組みが行われている。CYP 阻害については
メカニズムもある程度解明されており、医薬品開発においても肝ミクロソーム
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を用いたスクリーニング評価(17)が行われている。そして合成展開時に構造活性
相関 (SAR: structure activity relationship)により阻害能を低減させた化合物の創出
や physiologically based pharmacokinetic model (PBPK モデル)を用いた薬物相互作
用リスクの予測も行われている(18)(19)(20)。 
一方、CYP 誘導に関する研究も数多くなされてきており、核内受容体である
pregnane X receptor (PXR) (NR1I2)(21)(22)(23), constitutive androstane receptor 
(CAR) (NR1I3)(24) や vitamin D receptor (NR1I1)(25) が CYP3A4 の誘導に関与す
ることが報告されている。しかしながら CYP 誘導は、そのメカニズムもまだ未
解明な部分も多く、肝細胞(26)や cell line(27)を用いた評価系も使用されてきてい
るが定量的なリスク予測は難しく、構造活性相関の情報も乏しいのが現状であ
る。CYP 誘導の構造活性相関に関する情報としては、母核が同じ構造の化合物
では脂溶性の指標であるCLogPがPXRの活性化と相関するとの報告があるもの
の、極性表面積 (PSA : polar surface area)とは相関しないという報告(28)や極性基
の導入により誘導能が低減するという報告(29)、部分構造の変換により低減がさ
れた報告(30)(31)もあるがまだまだ情報は少なく、未解明な部分も多い。 
PXRはCYPのみならずその他の薬物代謝酵素やトランスポーターなどを制御
(32)(33)している主要な核内受容体である。ヒトの PXR はリファンピシン (RF)
やフェニトインやカルバマゼピンなどが結合する(34)ことで核内に移行し、
retinoid X receptor (RXR)とヘテロダイマーを形成し、CYP3A4 遺伝子に結合する
ことで転写を活性化することが知られている(35) (Fig.1)。また、aryl hydrocarbon 
receptor (AhR)のリガンドとして知られる多環芳香族炭化水素化合物：polycyclic 
aromatic hydrocarbons (PAHs)などが PXR を介して CYP3A4 を誘導するという報
告もある(36)(37)。その一方で、近年では新たなメカニズムに関する報告もされ
ている。例えば、リン酸化酵素である cyclin-dependent kinase 2 (CDK2)が PXR の 
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Fig. 1. The mechanism of CYP3A4 induction through PXR 
 
Ser350 のリン酸化を介してネガティブに制御しているという報告(38)や CDK2 の
阻害剤であるロスコビチンが PXR の Ser350 のリン酸化を抑制することで UDP- 
glucuronosyltransferase 1A1 や CYP3A4 の転写活性が上昇するという報告がある
(39)。 
CYP3A4遺伝子には、TGA(A/C)CTに代表されるいくつかのPXR結合配列が存
在することが報告されている(40)。CYP3A4遺伝子のプロモーター領域には
everted repeat separated by six nucleotides (ER-6)が存在し、エンハンサー領域には
distal nuclear receptor binding element 1 (dNR-1)やessential distal nuclear receptor 
binding element for CYP3A4 induction (eNR3A4)が存在することが報告されている
(22)(23)(40)(41) (Fig.1)。 
CYP3A4誘導による薬物相互作用リスクが低い医薬品を開発するためには、誘
導能を低減させた化合物を創出するための構造活性相関の情報や誘導の詳細な
メカニズムの把握が重要となってくる。そこで本研究では、CYP3A4誘導分子メ
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カニズムを解析するとともに構造活性相関についても検証することを目的とし
た。 
 本研究では、第1章においてまず、応答性の異なる2つのCYP3A4 レポーター
遺伝子安定発現細胞株 (3-1-10 および3-1-20細胞)(42)を用いて化学物質による
誘導評価を行うと共に、CYP3A4誘導を示す化学物質の構造活性相関を解析した。
その結果、代表的なCYP3A4誘導剤であるRFやビスフェノール類とは異なる新
たにPAHs型の誘導を見出し、従来とは異なる誘導分子メカニズムが存在する可
能性を示唆した。さらに、類似構造の評価結果から構造活性相関に関する情報
として、脂溶性や立体障害が誘導の強弱を変化させるポイントの１つとして見
出された（第1章）。 
また、健康食品として販売されているBan-Lan-GenによるCYP3A4誘導に関す
る報告はほとんどない。そのため、CYP3A4誘導能を持つことが知られている健
康食品のSJW(14)やGinkgo biloba extract (GBE)(43)と併せてBan-Lan-Genによる
CYP3A4誘導を評価した。その結果、SJWやGBEはRF型、Ban-Lan-GenはPAHs型
のCYP3A4誘導を示すことを明らかにした。Ban-Lan-Genに含まれる主成分の一
つであるインディルビンはPAHsと同様にAhRを活性化し、CYP1A1や1A2を強く
誘導することが知られている(44)。しかしながら、インディルビンは、CYP1A1
や1A2を誘導すると同時にPAHs型のCYP3A4誘導を引き起こし、CYP3A4誘導に
AhRは直接関与せず、PXRが強く関与することを明らかにした。また、RFとイ
ンディルビンではCYP3A4誘導に関与するCYP3A4遺伝子上のPXR結合配列が異
なることが示唆された（第2章）。 
さらに第3章では、RF型とPAHs型誘導の分子メカニズムの違いを明らかとす
る一環として、CYP3A4遺伝子のエンハンサー領域に存在するPXR結合配列に注
目して検証した。CYP3A4遺伝子上のプロモーターおよびエンハンサー領域に存
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在するPXR結合配列に変異や欠失を施したレポータープラスミドを作製し、ヒ
ト肝癌由来細胞株であるHepG2細胞にトランスフェクションし、レポーターアッ
セイにより転写活性化を評価した。その結果、誘導に関与する遺伝子領域がRF
型とPAHs型の間では異なることを見出した。PAHs型誘導にはeNR3A4遺伝子領
域が必須であり、RF型誘導にはこの領域の5’上流域の14塩基を加えたrifampicin 
eNR3A4 (reNR3A4)遺伝子領域が必須であることが明らかとなった。しかしなが
ら、 PXRによる更なるCYP3A4遺伝子の転写活性の上昇はこの領域のみでは十分
ではなかった。そのため、さらに解析を行い、reNR3A4遺伝子領域に加え、5’
上流のdNR-1遺伝子領域が必要であることも明らかにした。その一方で、eNR3A4
を通じたPAHs型誘導にはPXRを介さない別の経路も存在することが示唆された
（第3章）。 
本研究の中において、RF型誘導では3-1-10細胞において強い応答性を示したも
のの、PAHs型誘導では3-1-20細胞において強い応答性を示した。また、3章にお
いてPAHs型誘導にはPXRを介さない経路が存在することが示唆された。そこで、
第4章ではRF型とPAHs型誘導を示す化合物を用いて3-1-10および3-1-20細胞にお
ける転写因子の違いをマイクロアレイにより解析した。その結果、3-1-20細胞に
おいてmitogen-activated protein kinase kinase 6 (MKK6, MAP2K6)の発現が3-1-10
細胞と比較して多かった。そのため、MAP2K6を含む一連のpath wayのPAHs型誘
導への関与ついて、関連酵素のsiRNAを用いて検証した。その結果、siRNA処理
により3-1-20細胞におけるPAHs型誘導は抑制される傾向にあった。その一方で
RF型誘導には変化はほとんど認められなかった。さらに阻害剤を用いて確認行
ったところ、siRNA処理と同様の傾向を示した（第4章）。 
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第 1 章 ビスフェノール類や多環芳香族炭化水素化合物類の CYP3A4 誘導と構
造活性相関 
 
第1節 序論 
 
ビスフェノールA (BPA)は主にプラスチック（ポリカーボネート樹脂やエポキ
シ樹脂等）の原料として利用されている。主に食品用容器や缶詰の内面塗装に
用いられており、加熱や酸、アルカリ、紫外線などの影響により容器からBPA
が溶け出すことからヒトが摂取する可能性がある。1990年代には内分泌かく乱
作用を有すると報告され、内分泌系及び生殖系に対する毒性の研究が数多く行
われ、エストロゲン様の作用を有することが報告されている(45)。その一方で薬
物代謝酵素に関する報告は数少ない。BPA がAhRやPXRのリガンドとして
CYP1AやCYP3Aを誘導すること(46)やビスフェノールSがAhRを活性化すると
いう報告(47)、ジチオスレイトールがCYP3A4を誘導する報告(48)があるものの、
他のビスフェノール類に関する報告はほとんどない。さらに、当研究室では他
にもAhRのリガンドとして知られるPAHsがPXRを介してCYP3A4を誘導するこ
と報告(37)しているが、詳細なメカニズムについては更なる検証が必要である。 
また、CYP誘導はCYP阻害と比較してそのメカニズムが複雑である点やin vitro
スクリーニング評価のスループットの低さから構造活性相関に関する情報が乏
しいのが現状である。CYP誘導の構造活性相関に関する情報としては、母核が
同じ構造の化合物では脂溶性がPXRの活性化と相関する一方で、PSAとは相関し
ないという報告(28)や極性基の導入により誘導能が低減するという報告(29)、部
分構造の変換により低減された報告(30)(31)もあるが情報は少なく、まだまだ未
解明な部分も多い。 
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そこで本研究ではビスフェノール類やCYP1Aを誘導するAhRのリガンドであ
るPAHsによるCYP3A4誘導作用について評価を行い、さらにその構造活性相関
についても検証した。 
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第 2 節 結果 
 
まず、BPAとその類縁体 (Fig. 1-1)のCYP3A4誘導能をNoracyarttiyapotら(42)に
よって樹立されたCYP3A4レポーター遺伝子安定発現細胞株である3-1-10および
3-1-20 細胞を用いて評価した。これらの2つ細胞はFig. 1−2に示すように、
CYP3A4誘導に必要なプロモーターとエンハンサー遺伝子領域をルシフェラー
ゼ遺伝子の5’-上流域に挿入したレポータープラスミドを作成し、 これをヒト肝
癌由来細胞株であるHepG2細胞に導入後レポーター応答性をスクリーニングす
ることで単離した細胞株であるが、化学物質に対する応答性が異なっている。 
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化合物名 *( )はBisphenol名 化合物名
1 (A) 2,2-Bis(4-hydroxyphenyl)propane 13 2,2-Bis(4-hydroxycyclohexyl)propane
2 (B) 2,2-Bis(4-hydroxyphenyl)butane 14 4,4'-Dichloro-α-methylbenzhydrol
3 4,4'-(1,3-Dimethylbutylidene)diphenol 15 Ethyl 2,2-bis(4-chlorophenyl)-2-hydroxyacetate
4 (AP) 1,1-Bis(4-hydroxyphenyl)-1-phenyl-ethane 16 Malachite green
5 (BP) Bis-(4-hydroxyphenyl)diphenylmethane 17 1,1',1''-(Chloromethanetriyl)tribenzene
6 (E) 1,1-Bis(4-hydroxyphenyl)ethane 18 1-Tritylimidazole-4-carboxaldehyde
7 (F) Bis(4-hydroxyphenyl)methane 19 Chloro(2-chlorophenyl)diphenylmethane
8 (AF) 2,2-Bis(4-hydroxyphenyl)hexafluoropropane 20 3,3'-Methylenebis(4-hydroxycoumarin) (dicoumarol)
9 2,2-Bis(3,5-dimethyl-4-hydroxyphenyl)propane 21 4,4'-Biphenol
10 4,4′-Isopropylidenediphenol diacetate 22 Hexestrol
11 4-α-Cumylphenol 23 Dimethyldiphenylsilane
12 2,2-Diphenylpropane 24 3,3,3′,3′-Tetramethyl-1,1′-spirobiindane-5,5′,6,6′-tetraol  
Fig. 1-1. Structures and names of BPA and BPA analogs 
prER-6dNR-1 eNR3A4
Luc pCYP3A4-362-7.7k
Transfection to HepG2 cells 
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Fig. 1-2. HepG2-derived cell line clone 3-1-10 and 3-1-20 stably expressing the 
CYP3A4-luciferase reporter gene. 
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RFやビスフェノール類に対する応答性の結果をFig. 1-3に示す。以下の実験で
はルシフェラーゼ（レポーター）活性はDMSO処置の活性値を1とし、それに対
する倍率で示した。ポジティブコントロールであるRFと同様にBPA処理により
3-1-10および3-1-20細胞のいずれにおいてもレポーター活性の上昇 (11.2倍およ
び3.6倍)が認められた。その作用は3-1-10細胞の方が強い傾向にあった。さらに
ビスフェノールの類縁体については、No.2, 3, 4, 9, 10, 11の化合物が高い転写活
性化を示した (3-1-10細胞において10倍以上)。 
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Fig. 1-3. Effects of BPA and BPA analogs on CYP3A4 gene reporter activity in 3-1-10 and 
3-1-20 cells. 
Clone 3-1-10 or 3-1-20 were seeded at 1 × 104 cells in 96-well tissue culture plates with 0.1 mL of 
DMEM, 24 h before drug treatment. The cells were treated with each drugs (10 M) for 48 h, and 
the reporter activity was measured by luciferase assay. Reporter activities are expressed as fold 
increase compared with that in the vehicle-treated cells. Data are shown as the mean ± S.D. from 
three different samples. 
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脂溶性と転写活性化の相関性については文献報告(28)もあることから、これら
のビスフェノール類についても相関解析を行った。すべての化合物 (No.1-24)を
用いて脂溶性の指標であるCLogPとそれぞれの化合物を10 M添加した時のレ
ポーター活性の関係性を解析したところ、相関性は認められなかった (Fig.1-4 
(A))。しかしながら、フェノールを２つ有する類似構造 (No.1-9)に限定して解析
を行ったところ、相関性の改善が認められた (Fig.1-4(B))。その一方で、類似構
造 (No.1-9)のレポーター活性は1から38倍と差があったのに対して、PSAはほぼ
同じ値を示すため、PSAとレポーター活性には相関がないと考えられた。 
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Fig. 1-4. Correlation between clogP and fold induction in 3-1-10 cells at 10 M. 
clogP were calculated with Pallas. Clone 3-1-10 were seeded at 1 × 104 cells in 96-well tissue 
culture plates with 0.1 mL of DMEM, 24 h before drug treatment. The cells were treated with drug 
(10 M) for 48 h, and the reporter activity was measured by luciferase assay. Reporter activities are 
expressed as fold increase compared with that in the vehicle-treated cells. 
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また、10 M添加時のRelative luciferase activityが10倍以上の値を示した化合物
の誘導能を詳細に比較するために3-1-10細胞を用いてEmaxおよびEC50を算出した。
その結果、No.1, 2, 3の化合物のEmaxおよびEC50はほぼ同等の値 (Emax : 49-90、
EC50 : 12-18 M)を示し、RF (Emax : 104、EC50 : 8 M)よりやや弱い程度であった。
No.10, 11の化合物は前述の化合物と比較してEC50はやや弱かったが、Emaxは高い
値を示した (Emax : 168, 230、EC50 : 36, 25 M)。No.4と9の化合物は細胞毒性によ
りEmaxおよびEC50を算出できなかった (Fig.1-5)。 
 
No.1 No.2 No.3 No.10 No.11 RF
Emax 55 ± 10 90 ± 14 49 ± 10 168 ± 62 230 ± 67 104 ± 37
EC50 (M) 16 ± 1 18 ± 4 12 ± 1 36 ± 23 25 ± 2 8 ± 8  
Fig. 1-5. Emax and EC50 of No. 1, 2, 3, 10, 11 and RF in 3-1-10 cells. 
Clone 3-1-10 were seeded at 3 × 104 cells in 48-well tissue culture plates with 0.3 mL of DMEM, 
24 h before drug treatment. The cells were treated with drug (0.3, 1, 3, 10, 30, 100 M) for 48 h, and 
the reporter activity was measured by luciferase assay. Reporter activities are expressed as fold 
increase compared with that in the vehicle-treated cells. Data are shown as the mean ± S.D. from 
three different samples.  
Emax and EC50 were calculated with Phoenix WinNonlin. 
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次に、ビスフェノール類と同様に3-1-10および3-1-20 細胞を用いてAhRのリガ
ンドであるPAHs (Fig. 1-6)によるCYP3A4誘導を評価した。その結果をFig. 1-7 に
示す。 
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No.2 No.3 No.4 No.5 No.6 No.7
No.8 No.9 No.10 No.11 No.12 No.13
No.14 No.15 No.16 No.17 No.18  
化合物名 化合物名
1 3-Methylcholanthrene 10 7-Methylbenz[a]anthracene
2 Benzo[a]pyrene 11 Dibenz[de, kl]anthracene
3 Benzo[e]pyrene 12 Dibenz[a, c]anthracene
4 pyrene 13 1,2-Benzanthraquinone
5 1,2-Benzanthracene 14 2,6-Diisopropylnaphthalene
6 Naphthalene 15 Anthracene
7 9,10-Dihydroanthracene 16 Benzo[a]phenanthrene
8 Dibenz[a, j]acrydine 17 β-Naphthoflavone (β-NF)
9 Dibenz[a, h]anthracene 18 α-Naphthoflavone (α-NF)
 
Fig. 1-6. Structures and names of polycyclic aromatic hydrocarbons 
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Fig. 1-7. Effect of PAHs on CYP3A4 reporter activity in 3-1-10 and 3-1-20 cells. 
Clone 3-1-10 and 3-1-20 cells were seeded at 1 × 104 cells in a 96-well tissue culture plate and 
pre-incubated for 24 h before treatment with various compounds. The cells were treated with RF (10 
μM) and various PAHs (1 μM) for 48 h and reporter activity was measured by the luciferase assay. 
Reporter activities are expressed as the fold to that in the vehicle-treated cells. Data are shown as the 
mean ± S.D. from three different samples. 
 
No. 1, 8-10, 12, 16のPAHsは3-1-20細胞において10倍以上の著しいレポーター
活性の上昇が認められていた。しかしながら、No. 3-4, 6, 11, 13-15, 17-18では活
性の上昇はほとんど認められなかった。また、一連のPAHsではBPAとは逆に
3-1-10より3-1-20細胞の応答性が強かった。 
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第3節 考察 
 
BPAはPXRやAhRのリガンドであるという報告があるものの、他のビスフェノ
ール類についてはCYP3A4誘導に関する報告はほとんどない。そのため、ビスフ
ェノール類によるCYP3A4誘導について3-1-10および3-1-20細胞を用いて検証し
た。その結果、いくつかの化合物にCYP3A4誘導能が認められた。また、その応
答性はRFと同様に3-1-10細胞の方が強かった (Fig.1-3)。 
次にCYP誘導と構造の相関性について検証した。文献でも報告(28)がある脂溶
性との関係性を解析したところ、脂溶性とレポーター活性の相関性は認められ
なかった。そこで類似構造に限定して解析を行った。少なくともフェノールを2
つ有する化合物（No.1から9）に限定して解析を行ったところ、相関性の改善が
認められた。このことから、類似構造においては脂溶性とレポーター活性には
正の相関性があると考えられた。 
その中で脂溶性が高いにも関わらず、レポーター活性が低かったNo.4, 5, 9の
化合物の構造を見ると、No.4と5の化合物はフェニル基を有しており立体障害に
よりレポーター活性が低減している可能性も考えられた。このことから、脂溶
性と誘導の強度が正の相関をしている化合物群においては、誘導能の低減に嵩
高い置換基の導入が有効な方法となりうる可能性が考えられた。その一方で
No.9の化合物はフェノール部分がキシレノールとなっているが、その転写活性
化への影響については不明である (Fig.1-4)。 
また、10 M添加時のRelative luciferase activityが10倍以上の値を示した化合物
についてはEmaxおよびEC50を算出し、レポーター活性の強度について考察を行っ
た。No.1, 2, 3の化合物のEmaxおよびEC50はポジティブコントロールであるRFとほ
ぼ同等かやや弱い値を示した。これらの化合物は強いCYP3A4誘導作用があると
 20
考えられた。その一方でNo.10の化合物はEC50がやや弱く、Emaxは高い値を示し
たが、この化合物は加水分解により容易にBPAに代謝されることが考えられるた
め、No. 10の化合物自体の誘導能を反映していない可能性がある (Fig.1-5)。 
さらに、AhRのリガンドとして知られるPAHsによるCYP3A4誘導についても検
証した結果、いくつかの化合物にCYP3A4誘導能が認められた。その応答性はRF
やビスフェノール類とは異なり3-1-20細胞の方が強かった (Fig.1-7)。特にアント
ラセンを構造に含むPAHs (Fig.1-6)は3-1-20細胞においてレポーター活性を上昇
させるものが多かった。No9, 10, 12, 16のようなアンギュラー縮合型の平面構造
から偏位した構造の化合物(49)は強い誘導作用を示したのに対して、No3, 4, 11
のような縮合環型の完全な平面構造の化合物はほとんど誘導能を示さない傾向
にあった。 
本研究の結果から、ビスフェノール類は代表的なCYP3A4誘導剤であるRFと同
様に3-1-10細胞において強い応答性を示した。その一方で、AhRのリガンドとし
て知られているPAHsは3-1-20細胞における応答性が強いことが明らかとなり、
従来とは異なる誘導分子メカニズムが存在する可能性を示唆した。さらに、構
造活性相関の解析では、ビスフェノール類では脂溶性の低減や立体障害により
誘導が減弱する傾向にあったが、PAHsでは平面構造から偏位した化合物の誘導
が強く、完全な平面構造を示す化合物の誘導は弱かった。立体構造の誘導への
影響についてはビスフェノール類とPAHsでは多少異なる部分があり、この相違
点はPXRへの結合様式や誘導分子メカニズムの相違が関係している可能性もあ
る。これらの構造活性相関の解析結果より、誘導を減弱させる手段として脂溶
性を低減させることや、立体構造を変化させることが方策の１つとして見出さ
れた。 
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第2章 Ban-Lan-GenによるPXRを介したCYP3A4誘導 
 
第1節  序論 
 
 Ban-Lan-Gen はホソバタイセイ (Isatis tinctoria L.)という植物の根の生薬名で
ある。鎮痛、抗炎症、解熱、抗ウイルスなどの作用を持つ(50)(51)ことが知られ
ており、風邪の諸症状を和らげる目的やインフルエンザの予防などのため、中
国では家庭の常備薬として日常的に用いられている。日本においても
Ban-Lan-Gen 関連の商品が健康食品として販売されている。Ban-Lan-Gen にはイ
ンディゴ や インディルビンのような indigoid alkaloids やトリプタントリンの
ような quinazolinone alkaloids などのいくつかの生理活性物質が含まれている
(52)。その中でもインディルビンは Ban-Lan-Gen の中で主要な成分(53)であり、
AhR を介して CYP1A1 および 1A2 を誘導することが報告(44)されている。 
その一方で同じ健康食品である SJW や GBE は、薬物代謝において重要な酵素
である CYP3A4 に対して誘導作用を示すことが以前より知られており(14)(43)、
近年では、その他にも多くの健康食品による薬物相互作用についての報告(13)
もなされている。しかしながら、Ban-Lan-Gen による CYP3A4 の誘導に関する報
告はまだない。そのため、本研究では Ban-Lan-Gen やその構成成分による
CYP3A4 誘導について、応答性の異なる 3-1-10 および 3-1-20 細胞を用いて
CYP3A4 誘導能やそのメカニズムを検証した。 
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第2節 結果 
 
まず、Ban-Lan-Gen の CYP3A4 誘導に対する作用について、CYP3A4 レポー
ター遺伝子安定発現細胞株である 3-1-10 および 3-1-20 細胞を用いて、CYP3A4
を誘導する代表的な健康食品である SJW や GBEとともに評価した。その結果、
Ban-Lan-Gen抽出液を 3-1-20細胞に添加した際のレポーター活性は約 13倍とRF
や SJW と同等の値を示した。その一方で Ban-Lan-Gen 抽出液を 3-1-10 細胞に添
加した際のレポーター活性は約 4 倍と RF や SJW、GBE と比較して低い値であ
った (Fig. 2-1)。 
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Fig. 2-1. Effects of SJW, GBE, and Ban-Lan-Gen on CYP3A4 gene reporter activity in 3-1-10 
and 3-1-20 cells. 
Clone 3-1-10 and 3-1-20 were seeded at 3 × 104 cells in 24-well tissue culture plates with 0.3 mL of 
DMEM, 24 h before St John’s Wort (SJW), Ginko biloba extract (GBE), and Ban-Lan-Gen extract 
(BLG) treatment. The cells were treated with SJW (0.1 mg/mL), GBE (0.5 mg/mL), and BGE (10 
mg/mL) for 48 h, and the reporter activity was measured by luciferase assay. Reporter activities are 
expressed as fold increase compared with that in the vehicle-treated cells. Data are shown as the 
mean ± S.D. from three different samples. **P < 0.005, difference from the vehicle-treated cells. 
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次に Ban-Lan-Gen に含まれる主な成分であるインディルビン、インディゴ、
イサチン、インディカン、トリプタントリン、それぞれの CYP3A4 誘導に対す
る作用について検証した。その結果を Fig. 2-2 に示す。インディルビンが約 15
倍とポジティブコントロールである RF とほぼ同程度の非常に強いレポーター
活性を示した。また、トリプタントリンもある程度のレポーター活性を示した
ものの、他のインディゴ、イサチン、インディカンについてはほとんど活性の
上昇は認められなかった。 
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Fig. 2-2. Effect of various components of Ban-Lan-Gen on CYP3A4 gene reporter activity in 
3-1-20 cells. 
Clone 3-1-20 was seeded at 3 × 104 cells in 48-well tissue culture plates with 0.3 mL DMEM, 24 h 
before Ban-Lan-Gen treatment. The cells were treated with each 5 μM of indirubin, indigo, isatin, 
indicant, tryptanthrin, and RF for 48 h, and the reporter activity was measured by luciferase assay. 
Reporter activities are expressed as fold increase compared with that in the vehicle-treated cells. 
Data are shown as the mean ± S.D. from three different samples. *P < 0.05, **P < 0.005, difference 
from the vehicle-treated cells. 
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また、3-1-20 細胞において高いレポーター活性を示した Ban-Lan-Gen およびイ
ンディルビンについては、レポーター活性の濃度依存性についても検討した。
その結果、共に添加濃度に応じてレポーター活性の上昇が認められ、
Ban-Lan-Genおよびインディルビン の Emax, EC50はそれぞれ、28.9, 15.4 M、22.5, 
2.0 M であった(Fig. 2-3)。 
(A) Ban-Lan-Gen                 (B) Indirubin 
Fig. 2-3. Effect of various concentrations of Ban-Lan-Gen and indirubin on the CYP3A4 gene 
reporter activity in 3-1-20 cells. 
Clone 3-1-20 was seeded at 3 × 104 cells in 24-well tissue culture plates with 0.3 mL of DMEM 24 
h before (A) Ban-Lan-Gen or (B) indirubin treatment. The cells were treated with 1–30 mg/mL 
(Ban-Lan-Gen) or 1-20 M (indirubin) for 48 h, and the reporter activity was measured by luciferase 
assay. Reporter activities are expressed as fold increase compared with that in the vehicle-treated 
cells. Data are shown as the mean ± S.D. from three different samples. 
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さらにインディルビンによる誘導について検証するために、HepG2 細胞を用
いて内因性の CYP3A4 および 1A1 に対する誘導をリアルタイム PCR にて解析し
た。その結果、3-1-20 細胞を用いたレポーターアッセイと同様にインディルビン
は約 3.1 倍と RF と同程度の CYP3A4 mRNA の上昇を示した。また、CYP1A1 
mRNA における mRNA の上昇は RF では認められずインディルビンにおいての
み高い上昇 (約 1200 倍)が認められた(Fig. 2-4)。 
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Fig. 2-4. Effect of indirubin on CYP mRNA expression in HepG2 cells. 
HepG2 cells were seeded at 5 × 104 cells in 24-well tissue culture plates with 0.5 mL DMEM, 24 h 
before RF and indirubin treatment. The cells were treated with 5 μM RF and 5 μM indirubin for 48 h 
and then assayed using quantitative polymerase chain reaction (qPCR). CYP3A4 mRNA or CYP1A1 
mRNA expression was normalized by expression of GAPDH housekeeping gene and presented as 
fold increase compared with that of vehicle-treated cells. Data are shown as the mean ± S.D. from 
three different samples. (A) CYP3A4 mRNA level, (B) CYP1A1 mRNA level. *P < 0.01, **P < 
0.005, difference from the vehicle-treated cells. 
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その一方でヒト凍結肝細胞を用いた検討ではRFによるCYP3A4 mRNAの上昇
が 6.1倍認められたが、インディルビンによる上昇は認められなかった (Fig. 2-5)。
その傾向は凍結肝細胞のロットが異なっても同様であった（データは示さず）。 
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Fig. 2-5. Effect of indirubin on CYP mRNA expression in human cryopreserved hepatocyte. 
Human cryopreserved hepatocytes were seeded at 1 × 105 cells in 24-well tissue culture plates with 
0.5 mL William’s Medium E, 24 h before RF and indirubin treatment. The cells were treated with 5 
μM RF and 1 or 5 μM indirubin for 48 h and then assayed using quantitative polymerase chain 
reaction (qPCR). CYP3A4 mRNA or CYP1A1 mRNA expression was normalized by expression of 
GAPDH housekeeping gene and presented as fold increase compared with that of vehicle-treated 
cells. Data are shown as the mean ± S.D. from three different samples. (A) CYP3A4 mRNA level, 
(B) CYP1A1 mRNA level. *P < 0.05, **P < 0.005, difference from the vehicle-treated cells. 
 
 このインディルビンによる CYP3A4 誘導の分子メカニズムをより詳細に検討
するために、CYP3A4 遺伝子のプロモーターおよびエンハンサー領域に存在する
PXR 結合領域に変異を施したレポータープラスミドを作成し、HepG2 細胞にト
ランスフェクションを行うことで転写活性化を評価した。その結果を Fig. 2-6 に
示す。変異を施していないレポータープラスミド (pCYP3A4-362+7.7k)では RF
およびインディルビン処理時のレポーター活性はそれぞれ約 33 倍、18 倍と高い
レポーター活性を示した。その一方で PXR 結合領域である dNR-1, ER-6 のどち
ら か に 変 異 を 施 し た レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド  (pCYP3A4-362m+7.7k, 
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pCYP3A4-362+7.7km)ではインディルビンによるレポーター活性は維持されてい
た (約 14 倍、約 7 倍)。しかしながら、eNR3A4 に存在するサイトに変異を入
れた pCYP3A4-362+7.7kmではインディルビンによるレポーター活性は大き
く低下した。一方、dNR-1, ER-6 のどちらかに変異を施したレポータープラスミ
ド (pCYP3A4-362m+7.7k, pCYP3A4-362+7.7km)においては RF 処理により、レポ
ーター活性は低下する傾向が認められた  (約 9 倍、約 3 倍 )。さらに
pCYP3A4-362+7.7kmをトランスフェクションした際には RF によるレポータ
ー活性の上昇は 0.8 倍と全く認められなかった。 
 
Fig. 2-6. Mutational analysis of putative human PXR responsive elements in the CYP3A4 gene. 
Schematic structures of reporter plasmids used are shown in the middle. Closed boxes represent 
mutated PXR binding elements. HepG2 cells seeded at 3 × 104 cells in 48-well tissue culture plates 
preincubated for 24 h before transfection. Transfection into HepG2 cells was performed as described 
in the “Materials and Methods”. The cells were treated with 5 μM RF and 5 μM indirubin for 48 h, 
and the reporter activity was measured by luciferase assay. Reporter activities are expressed as fold 
increase compared with that in the vehicle-treated cells. Data are shown as the mean ± S.D. from 
three different samples. 
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既に CYP3A4 の誘導には PXR が関与することが知られているが、インディル
ビンによる CYP3A4 誘導への PXR の関与をさらに明らかにするため、アデノウ
イルスを用いて PXR を過剰発現もしくは small hairpin RNA (shRNA)によって
PXR をノックダウンさせることで、PXR の CYP3A4 誘導への関与を検討した。
その結果、3-1-20 細胞に PXR を過剰発現させた際には PXR 発現アデノウイルス
の力価の上昇に応じて RF、インディルビンともにレポーター活性の上昇が認め
られた (Fig. 2-7A)。その一方で shRNA により発現を抑制した場合には、shRNA
発現アデノウイルスの力価に応じてレポーター活性の低下が認められた (Fig. 
2-7B)。 
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Fig. 2-7. Effect of PXR or PXR-shRNA on CYP3A4 gene reporter activity in 3-1-20 cells. 
Clone 3-1-20 was seeded at 2 × 104 cells in 24-well tissue culture plates pre-incubated for 24 h and 
then treated with (A) AdhPXR (MOI of 0, 1, 3, and 10) or (B) AdhPXR-shRNA (MOI of 0, 0.3, 1, 
and 3). 48 h after infection, these cells were treated with 5 μM RF and 5 μM indirubin for 48 h, and 
the reporter activity was measured by luciferase assay. Reporter activities are expressed as fold 
increase compared with that in the vehicle-treated cells uninfected with (A) AdhPXR or (B) 
AdhPXR-shRNA. Data are shown as the mean ± S.D. from three different samples. *P < 0.01, **P < 
0.005, difference from the corresponding AdLacZ-infected cells. 
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第 3 節 考察 
 
Ban-Lan-Gen による CYP3A4 誘導について 3-1-10 および 3-1-20 細胞を用いて
検証した。CYP3A4 の誘導作用を持つことが知られている RF や SJW などはい
ずれの細胞においてもレポーター活性の上昇が認められ、特に 3-1-10 細胞にお
いて強い応答性を示した。一方、Ban-Lan-Gen は 3-1-10 細胞における応答性は弱
く、3-1-20 細胞で強い応答性を示した (Fig. 2-1)。第 1 章で検証したビスフェノ
ール類の化合物は RF 型誘導を示し 3-1-10 細胞の方が応答性は強かった。その一
方で AhR のリガンドとなる PAHs 類は 3-1-20 細胞の方が強い応答性を示した。
3-1-10 と 3-1-20 細胞における CYP3A4 誘導に関与する因子に差があり、ビスフ
ェノール類のような RF 型誘導と AhR のリガンドである PAHs や Ban-Lan-Gen 
のような PAHs 型誘導では、誘導の分子メカニズムが異なる可能性が考えられ
る。 
また、Ban-Lan-Gen 中の主成分の一つであり、AhR のリガンドとして知られて
いるインディルビンは強い CYP3A4 誘導作用を示した (Fig. 2-2)。誘導作用には
濃度依存性があり、EC50は 2.0 M、Emaxも 22.5という強い数値を示した (Fig. 2-3)。
そこでリアルタイム PCR を用いて HepG2 細胞における内因性の mRNA の評価
したところ、レポーターアッセイと同様にインディルビンは RF と同程度の
CYP3A4 mRNA の上昇を示した (Fig. 2-4)。 
その一方で、ヒト凍結肝細胞を用いた検討では RF による CYP3A4 mRNA の
上昇が認められたが、インディルビンによる上昇は認められなかった (Fig. 2-5)。
これら 2 つの細胞の大きな違いの一つに細胞増殖がある。HepG2 細胞は増殖す
るがヒト凍結肝細胞は増殖しない。インディルビンは細胞周期の調節因子であ
る CDK2 を阻害し、細胞増殖を停止させることが知られている(54)。Sivertsson ら
 30
はコンフルエントな状態にある Huh7 細胞では細胞増殖が低下し、CDK2 活性が
低下した結果、内因性の PXR が活性化し CYP3A4 の誘導が起こると報告(55)し
ている。従って HepG2 細胞と凍結肝細胞におけるインディルビンによる誘導の
違いには細胞増殖を制御している CDK2 などのリン酸化酵素が関与している可
能性も考えられる。本研究でもリン酸化酵素の CYP3A4 誘導への関与について
第 4 章にて検証した。 
CYP3A4 は PXR の活性化によって誘導されることが知れられている。一方で
インディルビンは AhR のリガンドであることが知られており、CYP1A1 や 1A2
を誘導する(44)。本研究においても HepG2 細胞にインディルビンを処置するこ
とで CYP1A1 の mRNA が増加することが確認された (Fig. 2-4B)。そこでインデ
ィルビンによる CYP3A4 誘導における PXR の関与を確認するためにアデノウイ
ルスを用いて、shRNA を発現させ PXR をノックダウンすることや PXR を過剰
発現させることで PXR の関与を確認した。その結果、インディルビンおよび RF
処理時ともに shRNA 発現アデノウイルスの力価に応じてレポーター活性の低下
が認められ (Fig. 2-7B)、PXR を発現させるアデノウイルスの力価に応じてレポ
ーター活性が上昇した (Fig. 2-7A)。このことから、インディルビンは RF と同様
に PXR を活性化することにより CYP3A4 を誘導していると考えられた。 
 また、CYP3A4 遺伝子には、ER-6, dNR-1, eNR3A4 などの PXR 結合配列が存在
することが報告されている。その中で eNR3A4 は RF による CYP3A4 誘導に非
常に重要であることが報告(41)されている。本研究ではインディルビンによる
CYP3A4 誘導において各 PXR 結合領域の役割について、それぞれの領域に変異
を施したレポーターコンストラクトを作製し、HepG2 細胞にトランスフェクシ
ョンすることで評価した。その結果、PXR 結合領域である dNR-1, ER-6 のどち
らかに変異を施したレポータープラスミドでは、インディルビンによるレポー
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ター活性は維持されていた。しかしながら、eNR3A4 に存在するサイトに変異
を入れたレポータープラスミドでは、インディルビンによるレポーター活性は
大きく低下していた。一方、dNR-1, ER-6 のどちらかに変異を施したレポーター
プラスミドにおいて RF 処理時のレポーター活性は低下傾向が認められ、さらに
サイトに変異を入れたレポータープラスミドでは RF によるレポーター活性の
上昇は全く認められなかった (Fig. 2-6)。RF による CYP3A4 の誘導には eNR3A4
のサイトが必須であることは報告(41)の通りであり、インディルビンによる
CYP3A4 の誘導においても eNR3A4 が重要な役割を果たしていることが示唆さ
れた。しかしながら、サイトの変異により活性は大きく低下するものの消失は
しなかったことから、CYP3A4 誘導に必要な領域については更なる解析が必要で
あると思われた。そのため、第 3 章において CYP3A4 誘導に必要な領域のより
詳細な解析を行った。 
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第 3 章 新規シスエレメントを介した異なる CYP3A4 誘導分子メカニズムの解
析 
 
第1節 序論 
 
第 1 章と 2 章では、RF やビスフェノールのように 3-1-10 細胞における応答性
が強い RF 型誘導を示す化合物とは異なり、AhR のリガンドである PAHs やイン
ディルビンが 3-1-20 細胞における応答性が強い PAHs 型誘導を示すことを明ら
かにした。さらに第 3 章では、RF 型と PAHs 型誘導の分子メカニズムの違いを
明らかとすることを目的として、CYP3A4 遺伝子のエンハンサー領域に存在する
PXR 結合配列に注目して検証した。 
CYP3A4 遺伝子のプロモーター領域には ER-6 が存在し、エンハンサー領域に
は dNR-1 や eNR3A4 と呼ばれる PXR 結合領域が存在することが報告されている
(22)(23)(40)(41)。これらの領域に変異や欠失を施したレポータープラスミドを作
製し、HepG2 細胞にトランスフェクションを行い転写活性化により RF や PAHs
などによる CYP3A4 誘導を評価した。さらにアデノウイルスを用いて PXR を過
剰発現させることで PXR の関与についても検証した。 
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第2節 結果 
 
まず、PXR のリガンドとして知られている RF やクロトリマゾール (CTZ)、
AhR のリガンドであるジベンズアントラセン (DBA)やテトラクロロジベンゾパ
ラダイオキシン (TCDD)を用いて CYP3A4 誘導における PXR 結合領域である
ER-6 と dNR-1 の関与について検証した (Fig. 3-1)。まず、PXR 結合領域を全て
含むレポータープラスミド (pCYP3A4-362-7.7k)をHepG2細胞にトランスフェク
ションし、転写活性化を評価した。その結果、RF や CTZ, DBA, TCDD 処理によ
り、いずれもレポーター活性の上昇が認められた (それぞれ 8.2, 7.9, 11.0, 9.1倍)。
また、ER-6 に変異を施したレポータープラスミド (pCYP3A4-362m-7.7k)におけ
るレポーター活性は pCYP3A4-362-7.7k における結果と同様であった。その一方
で、dNR-1 もしくは dNR-1 と ER-6 の両方に変異を施したレポータープラスミド
における活性は RF, CTZ 処理では大きく低下し (pCYP3A4-362-7.7km: 2.7 倍, 1.8
倍、 pCYP3A4-362m-7.7km: 1.5 倍, 2.3 倍)、DBA, TCDD 処理時には活性は維持
されていた (pCYP3A4-362-7.7km: 10.4 倍, 6.2 倍、 pCYP3A4-362m-7.7km: 5.0 倍, 
5.1 倍)。 
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Fig. 3-1. Effect of mutation in CYP3A4 promoter and/or enhancer region on reporter activity 
induced by various compounds. 
HepG2 cells were seeded at 3 × 104 cells in a 48-well tissue culture plate. The cells were incubated 
for 24 h before transfection. The transfection protocol is described in the “Materials and Methods”. 
Closed boxes represent mutated PXR-binding elements. The cells were treated with RF (10 μM), 
CTZ (10 μM), DBA (10 μM), or TCDD (10 nM) for 48 h. Luciferase activity was normalized to 
Renilla luciferase activity. The values were expressed as the fold induction of the vehicle control 
(DMSO) group. Data are shown as the mean ± S.D. from six different samples. *P < 0.05, **P < 
0.005, differences from vehicle-treated cells 
 
さらに eNR3A4 の関与を検証するために、エンハンサー領域に様々な欠失を
施したレポータープラスミドを作製し、レポーターアッセイを行った。その結
果を Fig. 3-2 に示す。RF 処理時に PXR 結合領域を全て含むレポータープラスミ
ド (pCYP3A4-362-7.7k)においては 17.9 倍とレポーター活性の上昇が認められた
が、欠失を施したレポータープラスミドではいずれも活性の上昇が認められな
か っ た 。 そ の 一 方 で 、 DBA 処 理 時 に は pCYP3A4-362-7.7kBsite や
pCYP3A4-362+eNR3A4 のような eNR3A4 を含むレポータープラスミドにおいて
活性の上昇が認められた (それぞれ 5.4 倍、16.3 倍)。 
続いて PXR の関与について検証した。pCYP3A4-362-7.7k における RF、DBA
処理時のレポーター活性はPXRの過剰発現によりそれぞれ 17.9倍から 51.3倍、
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6.0 倍から 17.5 倍に大きく上昇した。pCYP3A4-362-7.7kBsite においても RF、
DBA 処理時ともに PXR の過剰発現によりレポーター活性の上昇が認められた。
しかしながら、eNR3A4 をプロモーター領域に繋いだ pCYP3A4-362+eNR3A4 に
おいては、DBA 処理時のレポーター活性は PXR の過剰発現によって変化しなか
った。RF 処理時には pCYP3A4-362+eNR3A4 においてレポーター活性の上昇が
認められなかった。そのため、eNR3A4 の 5’上流 14 塩基を含んだ rifampicin 
eNR3A4 (reNR3A4)をプロモーター領域に繋いだ pCYP3A4-362+reNR3A4 を作製
し (Fig. 3-3)、評価した。その結果を Fig. 3-4 に示す。pCYP3A4-362+reNR3A4 を
HepG2細胞にトランスフェクションした際にはDBA処理時 (7.2倍)のみならず、
RF 処理時 (5.1 倍)にもレポーター活性の上昇が認められた。その一方で、PXR
を過剰発現させた条件においても pCYP3A4-362+reNR3A4 における RF および
DBA 処理時のレポーター活性の更なる上昇は認められなかった。また、
pCYP3A4-362+14においても同様の結果であった。 
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Fig. 3-2. Effect of recombinant PXR on CYP3A4 reporter activity in HepG2 cells by RF and 
DBA. 
HepG2 cells were seeded at 3 × 104 cells in a 48-well tissue culture plate. The cells were incubated 
for 24 h before transfection. The transfection protocol is described in the “Materials and Methods”. 
After 24 h of Ad-PXR (3 MOI) infection, the cells were treated with RF (10 μM) or DBA (10 μM) 
for 48 h. Luciferase activity was normalized to Renilla luciferase activity. The values were expressed 
as the fold induction of the vehicle control (DMSO) group. Data are shown as the mean ± S.D. from 
three different samples. *P < 0.05, **P < 0.005, differences from vehicle-treated cells. 
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CAGTGATTATTAAACCTTGTCCTGTGTTGACCCCAGGTGAATCACAAGCTGAACTTCTGACAAGAACAAGCTATCATATTCTTTTCA
CCTTGTCCTGTGTTGACCCCAGGTGAATCACAAGCTGAACTTCTGACAAGAACAAGCTATCATATTCTTTTCA
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CAGTGATTATTAAACCTTGTCCTGTGTTGACCCCAGGTGA
 
Fig. 3-3. Sequence of eNR3A4 and reNA3A4 of CYP3A4 and reporter constructs containing 
mutations and or deletions. 
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Fig. 3-4. Effect of DNA deletion in CYP3A4 enhancer region and recombinant PXR on 
reporter activity in HepG2 cells induced by RF and DBA. 
HepG2 cells were seeded at 3 × 104 cells in a 48-well tissue culture plate. The cells were incubated 
for 24 h before transfection. The transfection protocol is described in the “Materials and Methods”. 
After 24 h of Ad-PXR (3 MOI) infection, the cells were treated with RF (10 μM) or DBA (10 μM) 
for 48 h. Luciferase activity was normalized to Renilla luciferase activity. The values were expressed 
as the fold induction of the vehicle control (DMSO) group. Data are shown as the mean ± S.D. from 
three different samples. *P < 0.05, **P < 0.005, differences from vehicle-treated cells. 
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これまでの結果から、eNR3A4 が DBA に、reNR3A4 が RF による CYP3A4 誘
導に重要なシスエレメントであることが明らかとなったが、dNR-1, eNR3A4, 
reNR3A4 の関係性はまだ明確になっていない。そこで、それぞれの領域の関係
性を更に明らかにするために eNR3A4, reNR3A4 のみ、もしくは dNR-1 を繋いだ
レポータープラスミドを作製し、検証した。その結果を Fig.3-5 に示す。RF 処理
により pCYP3A4-362+eNR3A4 および pCYP3A4-362+dNR-1+eNR3A4 においてレ
ポ ー タ ー 活 性 の 上 昇 は 認 め ら れ な か っ た 。 し か し な が ら 、
pCYP3A4-362+dNR-1+reNR3A4 ではレポーター活性の上昇 (4.5 倍)が認められ、
PXR の過剰発現によりさらに上昇 (29.7 倍)した。その一方で、DBA 処理時には
pCYP3A4-362+dNR-1+eNR3A4、pCYP3A4-362+dNR-1+reNR3A4 ともに PXR の過
剰発現時にそれぞれ 8.4 倍、18.1 倍という高い活性を示した。 
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Fig. 3-5. Effect of DNA deletion in CYP3A4 enhancer region and recombinant PXR on 
reporter activity in HepG2 cells induced by RF and DBA. 
HepG2 cells were seeded at 3 × 104 cells in a 48-well tissue culture plate. The cells were incubated 
for 24 h before transfection. The transfection protocol is described in the “Materials and Methods”. 
After 24 h of Ad-PXR (3 MOI) infection, the cells were treated with RF (10 μM) or DBA (10 μM) 
for 48 h. Luciferase activity was normalized to Renilla luciferase activity. The values are expressed 
as the fold induction of the vehicle control (DMSO) group. Data are shown as the mean ± S.D. from 
six different samples. *P < 0.05, **P < 0.005, differences from vehicle-treated cells. 
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eNR3A4 には TGA(A/C)CT のような核内受容体受容体の結合するハーフサイト
様配列を幾つか含んでおり、とサイトには PXR が結合することが既に明らか
となっている(41)。 
それぞれのハーフサイトの役割を調べるために変異と欠失を施したレポーター
プラスミドを作製し、評価した  (Fig. 3-6)。その結果、RF 処理により
pCYP3A4-362-7.7kmと pCYP3A4-362-7.7kmでは PXR を過剰発現させた条
件においてもレポーター活性の上昇は全く認められなかった。その一方で、DBA
処理により pCYP3A4-362-7.7kmと pCYP3A4-362-7.7kmではレポーター活性
の上昇が認められたものの、PXR 過剰発現の効果は認められなかった。また、
pCYP3A4-362-7.7kmと pCYP3A4-362-7.7kmにおけるレポーター活性は RF、
DBA 処理時ともに pCYP3A4-362-7.7k と比較すると低い傾向にあった。 
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Fig. 3-6. Effect of DNA deletion in eNR3A4 and recombinant PXR on reporter activity in 
HepG2 cells induced by RF and DBA. 
HepG2 cells were seeded at 3 × 104 cells in 48-well tissue culture plate. The cells were incubated 
for 24 h before transfection. The transfection protocol is described in the “Materials and Methods”. 
After 24 h of Ad-PXR (3 MOI) infection, the cells were treated with RF (10 μM) or DBA (10 μM) 
for 48 h. Luciferase activity was normalized to Renilla luciferase activity. The values are expressed 
as the fold induction of the vehicle control (DMSO) group. Data are shown as the mean ± S.D. from 
five different samples. *P < 0.05, **P < 0.005, differences from vehicle-treated cells. 
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さらに eNR3A4 におけるハーフサイトをより詳細に検証するためにいくつか
の塩基に point mutation を施したプラスミドを作製した。これらのプラスミド
を用いてハーフサイトの関与を評価した。その結果、およびサイト内である
No.3, 4, 8, 9 に point mutation を施したプラスミドにおいては RF および DBA
処理におけるレポーター活性は低い値を示した (Fig.3-7)。 
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Fig. 3-7. Effect of DNA point mutation in  and  half-sites of eNR3A4 on reporter activity 
induced by RF and DBA. 
HepG2 cells were seeded at 3 × 104 cells in a 48-well tissue culture plate. The cells were incubated 
for 24 h before transfection. The transfection protocol is described in the “Materials and Methods”. 
After 24 h of Ad-PXR (3 MOI) infection, the cells were treated with RF (10 μM) or DBA (10 μM) 
for 48 h. Luciferase activity was normalized to Renilla luciferase activity. The values are expressed 
as the fold-induction of the vehicle control (DMSO) group. Data are shown as the mean from two 
different samples. 
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第3節 考察 
 
第 1 章や 2 章において AhR のリガンドである PAHs やインディルビンが
CYP3A4 を誘導することを示した。AhR は CACGC のような塩基配列に結合す
ることで転写活性化されることが報告されている(56)。しかしながら、今回の検
証に用いた CYP3A4 レポーター遺伝子には CACGC のような塩基配列は含まれ
ておらず、これらの化合物がどのように CYP3A4 誘導を引き起こすかは、はっ
きりとしていない。そこで本研究では AhR のリガンドである PAHs による
CYP3A4 誘導の分子メカニズムについて誘導能が高い DBA を用いて解析を行っ
た。 
CYP3A4誘導に重要なPXRの結合配列としてER-6, dNR-1, eNR3A4が知られて
いる(22)(23)(40)(41)。これらの領域を含んだレポータープラスミドを作製し、さ
らに変異や欠失を施し、これらの領域の役割について解析を行った。その結果、
RFやCTZによる誘導にはdNR-1のみならずeNR3A4も重要であり、AhRのリガン
ドであるDBAやTCDDによる誘導にはeNR3A4が深く関与していることが示唆さ
れた (Fig.3-1)。さらにeNR3A4の役割を詳細に検討するためにエンハンサー領域
に欠失を施したレポータープラスミドを作製し、評価した。その結果、DBAに
よるCYP3A4誘導はpCYP3A4-362-7.7kBsiteやpCYP3A4-362+eNR3A4のような
eNR3A4を含むレポータープラスミドにおける転写活性が高かったことから
dNR-1よりもeNR3A4が重要であることが示された (Fig.3-2)。 
次にAhRのリガンドであるDBAによるCYP3A4誘導におけるPXRの関与につ
いて、アデノウイルスを用いてPXRを過剰発現させることで検証した (Fig.3-2)。
その結果、 eNR3A4を含むレポータープラスミドの pCYP3A4-362-7.7kや
pCYP3A4-362-7.7kBsiteでは、RFおよびDBA処理時にPXRを過剰発現させるこ
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とによりレポーター活性の更なる上昇が認められた。その一方で、DBA処理に
よりpCYP3A4-362+eNR3A4におけるレポーター活性の上昇が認められたが、RF
処理では認められなかった。また、DBA処理時にPXRを過剰発現させた条件に
おいてもpCYP3A4-362+eNR3A4のレポーター活性の更なる上昇は認められなか
った。この結果からDBAによるeNR3A4を通じた誘導にはPXR以外を介するメカ
ニズムが存在する可能性示された。近年、CDK2がPXRのSer350のリン酸化を介し
てネガティブに制御しているという報告(38)があり、またSivertsson らはコンフ
ルエントな状態にあるHuh7細胞では細胞増殖が低下し、CDK2活性が低下した結
果、内因性のPXRが活性化しCYP3A4の誘導が起こると報告している(55)。これ
らの点から、第4章においてはDBAによるCDK2などのリン酸化酵素を介した
CYP3A4誘導の分子メカニズムについて解析した。 
Fig. 3-2に示したようにRF処理によりpCYP3A4-362+eNR3A4においてレポー
ター活性の上昇が認められなかった。このことからRFによるCYP3A4の誘導には
eNR3A4のみでは不十分と考えられた。我々の過去の研究においてeNR3A4に存
在するおよびサイトが深く関与してことを報告している(41)。そこでeNR3A4
の5’上流の14塩基を含めた領域（reNR3A4と命名）を含むレポータープラスミド
やその14塩基とおよびサイトを含むpCYP3A4-362+14を作製し、検証した。
その結果、RFによるCYP3A4誘導にはこの14塩基が必須であることが示された 
(Fig. 3-4) 。 し か し な が ら 、 PXR を 過 剰 発 現 さ せ る こ と に よ り
pCYP3A4-362+eNR3A4やpCYP3A4-362+reNR3A4におけるレポーター活性の上
昇はほとんど認められなかった。そのため、これらのプラスミドにdNR-1を結合
さ せ る こ と で dNR-1 の 関 与 を 検 証 し た  (Fig. 3-5) 。 そ の 結 果 、
pCYP3A4-362+dNR-1+reNR3A4においてDBAやRFによるレポーター活性の上昇
が認められ、PXRを過剰発現させることで更なる上昇が認められた。これらの
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結果から、PXRを介するCYP3A4誘導にはdNR-1は不可欠であり、RFによる誘導
にはeNR3A4の14塩基上流の配列も重要であることがわかった。そのeNR3A4に
おけるハーフサイトに変異や欠失を施したレポータープラスミドを作製し、各
ハーフサイトの役割を解析した。その結果、過去の報告の通り、RFによるCYP3A4
誘導にはおよびサイトが深く関与していることがわかった。また、本研究で
はDBAによる誘導にはおよびサイトは必須ではないことが明らかとなった。
さらにおよびサイトに変異や欠失を施したレポータープラスミドでは、RFや
DBAによるレポーター活性が低下したものの消失はしなかった。この結果から
およびサイトも重要な役割を担っていることが示唆された。さらにおよびサ
イトにpoint mutationを施したレポータープラスミドを用いた評価 (Fig. 3-7)に
おいてもおよびサイトの関与が示された。 
本研究ではRFとDBAによるCYP3A4誘導において重要なPXR結合領域が異な
ることを示した。つまり、RFによるCYP3A4誘導にはreNR3A4が、DBAによる誘
導にはeNR3A4が深く関与していることを明らかにした。また、DBAによる
CYP3A4誘導とRFによる誘導では関与する転写因子が異なる可能性も示唆され
た。さらにeNR3A4における各ハーフサイトの役割も検証した。RFによる
CYP3A4誘導にはおよびサイトが深く関与しているがDBAによる誘導におい
て必須ではない。そしてRFおよびDBAの両化合物による誘導においておよび
サイトも必要であることが示された。さらにDBAやRFによるPXRを介する
CYP3A4誘導にはdNR-1が不可欠であることがわかった。 
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第 4 章 CYP3A4 誘導に関与するリン酸化酵素の解析 
 
第1節 序論 
 
CYP3A4の誘導はPXRが関与すると考えられている。その一方で、リン酸化酵
素であるCDK2がPXRのSer350のリン酸化を介してネガティブに制御していると
いう報告(38)やCDK2の阻害剤であるロスコビチンがPXRのSer350のリン酸化を
抑制することでUDP- glucuronosyltransferase 1A1やCYP3A4の転写活性が上昇す
るという報告がある(39)。また、Sivertssonらはコンフルエントな状態にあるHuh7
細胞では細胞増殖が低下し、その結果CDK2活性が低下するために内因性のPXR
が活性化し、CYP3A4の誘導が起こるとことを報告している(55)。これらの報告
は単純なPXRのCYP3A4遺伝子への結合ではなく、PXRのリン酸化がkeyとなると
いう新たな報告である。PXR以外の核内受容体においても、CYP1A1や1A2誘導
に関与するAhRの活性化にチロシンキナーゼが関与するという報告(57)やフェ
ノバルビタールによるCARを介したCYP2B6の誘導にリン酸化が関与する報告
(58)がなされている。 
本研究の中においてRF型誘導では3-1-10細胞において強い応答性を示したも
のの、PAHs型誘導では3-1-20細胞において強い応答性を示した。また、3章にお
いてPAHs型誘導にはPXRを介さない経路が存在することが示唆された。そこで、
第4章ではRF型とPAHs型誘導を示す化合物を用いて3-1-10および3-1-20細胞にお
ける転写因子の違いをマイクロアレイにより解析した。 
 45
第2節 結果 
 
 まず、3-1-10および3-1-20細胞を用いてRFとDBAによるCYP3A4レポーター活性
を評価した。その結果、RFは3-1-10細胞で、PAHs型誘導を示すDBAは3-1-20細
胞で強い応答性を示した (Fig.4-1)。 
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Fig. 4-1. Effects of RF and DBA on CYP3A4 gene reporter activity in 3-1-10 and 3-1-20 cells. 
Clone 3-1-10 or 3-1-20 were seeded at 3 × 104 cells in 48-well tissue culture plates with 0.3 mL of 
DMEM, 24 h before drug treatment. The cells were treated with each drug (10 M) for 24 or 48 h, 
and the reporter activity was measured by luciferase assay. Reporter activities are expressed as fold 
increase compared with that in the vehicle-treated cells. Results represent the mean ± S.D. of three 
different samples. 
この２つの細胞株間での転写因子の違いを探るために、マイクロアレイを行
った。まず、3-1-10と3-1-20細胞におけるDMSOコントロールのサンプル間での
DNA発現量を比較した。評価対象をリン酸化酵素に限定し、3-1-10細胞のDMSO
コントロールと比較して3-1-20細胞で2倍以上発現量が変動したリン酸化酵素を
ピックアップした。さらにその中でDBA処理時にも同様の発現変動が維持され
るものを選定した。その結果、mitogen-activated protein kinase kinase 6 (MKK6, 
MAP2K6)がピックアップされたため、リアルタイムPCRにて発現量を比較した。 
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Fig. 4-2. The difference of DNA expression between 3-1-10 and 3-1-20 cells in microarray 
Microarray was evaluated with GeneChip® provided by Affymetrix Inc. X and Y axis represent 
signal value of each DNA (totally 44629 kinds of DNA were included in this assay). 
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リアルタイムPCRにてCYP3A4とMAP2K6のmRNA量を評価したところ、
CYP3A4 mRNAはRFおよびDBA処理により発現が上昇しており、3-1-10および
3-1-20細胞の応答性もレポーターアッセイの結果と一致していた。その一方で
MAP2K6の発現量は3-1-10細胞と比較して3-1-20細胞において高い値が認められ
ていたが、DBA処理によりその発現量は低下していた (Fig. 4-3)。この発現プロ
ファイルからのみではMAP2K6の関与は不明瞭であった。そのため、MAP2K6
を含む一連のpath wayが関連するかについて、MAP2K6、ataxia telangiectasia 
mutated (ATM)、p38MAPK (p38)、p53のsiRNAを用いて検証した (Fig. 4-4)。その
結果、3-1-20細胞においてそれぞれのsiRNAによりDBA処理時にレポーター活性
の低下が認められた。その一方で、3-1-10細胞やRF処理時にはsiRNAによる変化
はほとんど認められなかった。また、siRNAにおけるそれぞれのリン酸化酵素の
発現抑制効果をリアルタイムPCRにて確認したところ、それぞれ50-80 %発現を
抑制していた（データは示さず）。 
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Fig. 4-3. Effect of RF and DBA on (A) CYP3A4 or (B) MAP2K6 mRNA expression in 3-1-10 
and 3-1-20 cells. 
Clone 3-1-10 or 3-1-20 were seeded at 1 × 105 cells in 24-well tissue culture plates with 0.5 mL of 
DMEM, 24 h before drug treatment. The cells were treated with each drug (10 M) for 48 h and then 
assayed using quantitative polymerase chain reaction (qPCR). (A) CYP3A4 mRNA or (B) MAP2K6 
mRNA expression was normalized by expression of GAPDH housekeeping gene and presented as 
fold increase compared with that of vehicle-treated cells. Results represent the mean ± S.D. of three 
different samples. 
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Fig. 4-4. Effect of siRNA on CYP3A4 gene reporter activity in 3-1-10 and 3-1-20 cells.  
Clone 3-1-10 or 3-1-20 were seeded at 3 × 104 cells in 48-well tissue culture plates with 0.3 mL of 
DMEM, 24 h before drug treatment and siRNA treatment described in the ‘’Materials and Methods’’. 
The cells were treated with each drug (10 M) for 48 h and then the reporter activity was measured 
by luciferase assay. Reporter activities are expressed as fold increase compared with that in those of 
the cells treated with control siRNA. Results represent the mean ± S.D. of three different samples. *P 
< 0.05, **P < 0.005, differences from cells treated with control siRNA. 
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Fig. 4-5. Effect of kinase inhibitor on CYP3A4 gene reporter activity in 3-1-10 and 3-1-20 cells.  
Clone 3-1-10 or 3-1-20 were seeded at 3 × 104 cells in 48-well tissue culture plates with 0.3 mL of 
DMEM, 24 h before drug treatment. The cells were treated with each drug (10 M) for 48 h and then 
the reporter activity was measured by luciferase assay. Reporter activities are expressed as fold 
increase compared with that in the vehicle-treated cells. Results represent the mean ± S.D. of three 
different samples. *P < 0.005 difference from the vehicle-treated cells. 
 
MAPKは古典的MAPK経路と呼ばれるextracellular signal-regulated kinase (ERK)、
新規MAPK経路と呼ばれるc-jun N-terminal kinase (JNK)、p38経路を含む細胞シグ
ナル伝達経路の総称であり、何らかの刺激（酸化ストレス、サイトカインなど）
を受けて活性化される。いずれの経路の関与があるかについて、それぞれの阻
害剤を用いてレポーターアッセイにて検証した (Fig. 4-5)。その結果、ERKの阻
害剤であるPD98059(59)、JNKの阻害剤であるSP600125(60)、p38の阻害剤である
SB203580(61)やERKの一種でありMEK1およびMEK2の阻害剤であるU0126(62)
により、3-1-20細胞のDBA処理時においてレポーター活性が低下する傾向にあっ
た。3-1-10細胞におけるRF処理時にはp38の阻害剤によりレポーター活性の上昇
傾向が認められたが、他の阻害剤による変化は認められなかった。 
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第3節 考察 
 
CYP3A4 レポーター遺伝子安定発現細胞株である3-1-10および3-1-20 細胞に
おける応答性には化合物間差が認められている。PXRを介してCYP3A4を誘導す
ることが知られているRFやビスフェノール類は3-1-10細胞で応答性が強いRF型
誘導を示した。その一方、インディルビンやDBAを含むPAHsは3-1-20細胞の応
答性が強いPAHs型誘導を示した。さらに3章においてPAHs型誘導にはPXRを介
さない経路が存在することが示唆された。このことから、3-1-20細胞には従来か
ら知られているPXRを介したメカニズム以外の因子が存在することを考え、検
証した。まず、RFとDBAによる3-1-10および3-1-20細胞における転写活性化に関
与する因子をマイクロアレイにて解析を行った。その結果、MAP2K6の発現が大
きく異なることがわかった。さらに詳細に調べるためにリアルタイムPCRを用い
て比較を行ったところ、3-1-20細胞の方がMAP2K6の発現量は高いものの、DBA
処理によりその発現は抑制されるという結果であった。この変動のみから発現
制御を考察することは困難であったため、MAP2K6のpath wayに関与するリン酸
化酵素についてsiRNAを用いて検証した。その結果、MAP2K6、ATM、p38、p53
のsiRNA処理により3-1-20細胞におけるDBAによる転写活性化が抑制されたこ
とから、これらのリン酸化酵素が関与している可能性が示唆された。さらに
MAPK経路 (ERK, JNK, p38)のそれぞれの阻害剤を用いて確認行ったところ、い
ずれの阻害剤においても3-1-20細胞におけるDBAによる転写活性化が抑制され
る傾向にあった。今回検証したsiRNAや阻害剤のいずれにおいても転写活性化の
抑制傾向が認められたものの、その程度は弱く、CYP3A4誘導への寄与率は明ら
かとならなかった。PXR以外の核内受容体においてもCYP1A2誘導に関与する
AhRの活性化にチロシンキナーゼが関与するという報告(57)やフェノバルビタ
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ールによるCARを介したCYP2B6の誘導にリン酸化が関与する報告(58)がなされ
ており、PXRの活性化にリン酸化酵素が関与している可能性は十分に考えられ
る。実際にCDK2などが関与するという報告もあるが、今回の検証の中では変動
は認められなかった。CYP3A4誘導におけるリン酸化酵素の関与については今後
さらに検証する必要があると思われる。 
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総括 
 
本研究では、まずビスフェノール類や AhR のリガンドである PAHs における
CYP3A4 誘導について、応答性の異なる 2 つの CYP3A4 レポーター遺伝子安定
発現細胞株 (3-1-10 および 3-1-20 細胞)を用いて評価を行い、CYP3A4 誘導の有
無や構造活性相関について解析を行った。その結果、代表的な CYP3A4 誘導剤
である RF やビスフェノール類とは異なる新たに PAHs 型の誘導を見出し、従来
とは異なる誘導分子メカニズムの存在の可能性を示唆した。さらに類似構造の
評価結果から、脂溶性や立体障害が誘導の強弱を変化させるポイントの１つと
して見出された。さらに PAHs による誘導では、ある程度平面性があるアンギュ
ラー縮合型の化合物(49)は強い誘導作用が認められたにも関わらず、平面性が高
い縮合環型の化合物の誘導作用は弱いことが明らかとなった。ビスフェノール
類では脂溶性の低減や立体障害により誘導が減弱する傾向にあったが、PAHs で
はある程度の平面性を持った化合物の誘導が強く、完全な平面構造を示す化合
物の誘導は弱かった。立体構造の誘導への影響の相違点は PXR への結合様式や
誘導分子メカニズムの相違も関係している可能性も考えられる（第 1 章）。 
また、健康食品による CYP3A4 誘導を調べたところ、SJW や GBE は RF 型、
Ban-Lan-Gen は PAHs 型の CYP3A4 誘導を示すことを見出した。Ban-Lan-Gen に
含まれる主成分の一つであるインディルビンは PAHsと同様にAhRを活性化し、
CYP1A1 や 1A2 を強く誘導することが知られている。しかしながら、インディ
ルビンは、CYP1A1 や 1A2 を誘導すると同時に PAHs 型の CYP3A4 誘導を引き
起こした。アデノウイルスを用いた PXR の過剰発現、shRNA を用いた PXR の
発現抑制の結果から、CYP3A4 誘導に AhR は直接関与せず、PXR が強く関与す
ることを明らかにした。また、RF とインディルビンでは CYP3A4 誘導に関与す
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る CYP3A4 遺伝子上の PXR 結合配列が異なることが示唆された（第 2 章）。 
そこで、第 3 章では、RF 型と PAHs 型誘導の分子メカニズムの違いを明らか
にすることを目的として、CYP3A4 遺伝子のエンハンサー領域に存在する PXR
結合配列に注目して検証した。CYP3A4 遺伝子上のプロモーターおよびエンハン
サー領域に存在する PXR 結合配列に変異や欠失を施したレポータープラスミド
を作製し、HepG2 細胞にトランスフェクションし、レポーターアッセイにより
転写活性化を評価した。その結果、誘導に関与する遺伝子領域が RF 型と PAHs
型の間では異なることを見出した。PAHs 型誘導には eNR3A4 遺伝子領域が必須
であり、RF 型誘導にはこの領域の 5’上流域の 14 塩基を加えた reNR3A4 遺伝子
領域が必須であることが明らかとなった。しかしながら、この領域のみでは PXR
による CYP3A4 遺伝子の更なる転写活性の上昇は十分ではなかった。そのため、
さらに解析を行い、reNR3A4 遺伝子領域に加え、5’上流の dNR-1 遺伝子領域が
必要であることも明らかにした。その一方で、eNR3A4 を通じた PAHs 型誘導に
は PXR を介さない別の経路も存在することが示唆された（第 3 章）。 
本研究の中においてRF型誘導では3-1-10細胞において強い応答性を示した一
方で、PAHs 型誘導では 3-1-20 細胞において強い応答性を示した。また、3 章に
おいて PAHs 型誘導には PXR を介さない経路が存在することが示唆された。そ
こで、第 4章ではRF型と PAHs型誘導を示す化合物を用いて 3-1-10および 3-1-20
細胞における転写因子の違いをマイクロアレイにより解析した。その結果、
3-1-20 細胞において MAP2K6 の発現が 3-1-10 細胞と比較して多かった。そのた
め、MAP2K6 を含む一連の path way が PAHs 型誘導に関与するかについて、関
連酵素の siRNA を用いて検証した。その結果、siRNA 処理により 3-1-20 細胞に
おける PAHs 型誘導は抑制される傾向にあった。その一方で RF 型誘導には変化
は認められなかった。さらに阻害剤を用いて確認行ったところ、siRNA 処理と
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同様の傾向を示した。しかしながら、今回検証した siRNA や阻害剤のいずれに
おいても転写活性化の抑制傾向が認められたものの、その程度は弱く、CYP3A4
誘導への寄与率は明らかに出来なかった。本研究の CYP3A4 誘導におけるリン
酸化酵素の関与については、今後、更なる検証する必要があると思われた（第 4
章）。 
 本研究ではビスフェノールやその類縁体のCYP3A4の転写活性化を評価する
ことで構造活性相関について考察を行った。その結果、類似構造に限定すると
脂溶性と転写活性化に正の相関があることを示すことができた。その中で嵩高
い置換基を有する化合物は、同じ脂溶性でも転写活性化能は低かった。また、
PAHsによるCYP3A4誘導においても化合物の立体構造が誘導の強弱に影響して
いることがわかった。これらの結果は、医薬品開発の探索段階における合成展
開の中でCYP誘導リスクの低減に向けた構造活性相関に有用な情報の１つとな
ると思われる。 
代表的な CYP3A4 誘導剤である RF やビスフェノール類とは異なる新たな
PAHs 型の誘導を見出し、誘導に関与する遺伝子配列が RF 型と PAHs 型の間で
は異なることを明らかにした。その一方で、eNR3A4 を通じた PAHs 型誘導には
PXR を介さない別の経路が存在することが示唆された。PXR 以外の経路につい
てはリン酸化酵素の関与を示唆することはできたが、寄与率や酵素の同定など
詳細は今後も検証していく必要があると思われた。これらの知見は CYP3A4 誘
導の分子メカニズムを把握し、リスクを予見および考察していく上で非常に有
用な情報を提供すると思われる。 
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実験材料および方法 
 
試薬および実験材料 
 
QuikChange II sitedirected mutagenesis kit  Agilent Technologies 
10cm dish      BD Biosciences 
12-well plate      BD Biosciences 
24-well plate      BD Biosciences 
48-well plate      BD Biosciences 
96-well plate       BD Biosciences 
96-well white plate      BD Biosciences 
T-25flask      BD Biosciences 
OptiSeal チューブ     Beckman Coulter 
Fetal bovine serum (FBS)    Biowest 
ON-TARGETplus Non-targeting Pool   Dharmacon 
ON-TARGETplus SMARTpool ATM   Dharmacon 
ON-TARGETplus SMARTpool MAP2K6  Dharmacon 
ON-TARGETplus SMARTpool MAPK14 (p38)  Dharmacon 
ON-TARGETplus SMARTpool p53   Dharmacon 
5×siRNA Buffer     Dharmacon 
PCR Primer      FASMAC 
100×Antibiotic-antimycotic (AA)   Invitrogen 
100×Non-essential amino acid solution (NEAA)  Invitrogen 
Lipofectamine RNAiMAX    Invitrogen 
 56
Cell Maintenance Supplement Pack   Life technologies 
Cryo Hepatocyte Plateing Medium   Life technologies 
Cryo Hepatocyte Recovery Medium   Life technologies 
Williams’ Medium E     Life technologies 
Chloroform      Nacalai Tesque 
Diethylpyro carbonate 処理水（DEPC 処理水） Nacalai Tesque 
Dimethyl sulfoxide (DMSO)    Nacalai Tesque 
0.5 M EDTA (pH8.0)     Nacalai Tesque 
Glucose      Nacalai Tesque 
Glycerol      Nacalai Tesque 
Glycine      Nacalai Tesque 
Isopropanol      Nacalai Tesque 
Protein Assay CBB Solution    Nacalai Tesque 
Sepasol RNA I Super G    Nacalai Tesque 
Sodium dodecyl sulfate (SDS)    Nacalai Tesque 
Tris (hydroxymethyl)aminomethane   Nacalai Tesque 
Ethidium bromide     New England Biolabs 
BamHⅡ      Nippon Gene 
BglⅡ      Nippon Gene 
25×NTP mix (100mM)     Promega 
Dual-Luciferase assay System    Promega 
Luciferase assay System    Promega 
M-MLV reverse transcriptase    Promega 
M-MLV reverse transcriptase 5×reaction buffer  Promega 
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Passive lysis buffer (PLB)    Promega 
pGL3-basic      Promega 
pGL4.82 [hRLuc/Puro]     Promega 
Renilla luciferase assay system    Promega 
RNeasy Mini Kit      QIAGEN 
Clotrimazole      Sigma-Aldrich 
2,2-Diphenylpropane     Sigma-Aldrich 
Hexestrol      Sigma-Aldrich 
Trypsin-EDTA solution 0.25%    Sigma-Aldrich 
Rifampicin      Sigma-Aldrich 
UltraAmp 96-well semi-skirted PCR plates  Sorenson Bioscience 
Acc65Ⅰ      Takara Bio 
EcoRⅠ      Takara Bio 
MluⅠ      Takara Bio 
SpeⅠ      Takara Bio 
XhoⅠ      Takara Bio 
2×SYBR Premix Ex Taq    Takara Bio 
Targefect F-1      Targeting Systems 
Bisphenols (Fig1.1 No.2-11, 13, 14, 16-21, 23, 24) Tokyo Chemical Industry 
PAHs (Fig1.6 No.1-18)     Tokyo Chemical Industry 
BisphenolA      Wako Pure Chemicals 
Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS)  Wako Pure Chemicals 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM,High Glucose,With 
L-Glutamine,Phenol Red,and Sodium Pyruvate)  Wako Pure Chemicals 
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Eagle’s minimal essential medium (EMEM,with L-Glutamine andPhenol Red) 
       Wako Pure Chemicals 
Ethanol      Wako Pure Chemicals 
Ethyl 2,2-bis (4-chlorophenyl)-2-hydroxyacetate  Wako Pure Chemicals 
NaCl       Wako Pure Chemicals 
PD98059      Wako Pure Chemicals 
SB203580      Wako Pure Chemicals 
SP600125      Wako Pure Chemicals 
U0126      Wako Pure Chemicals 
 59
使用機器 
 
Optima XPN-100 Ultracentrifuge   Beckman Coulter 
GenePro Thermal Cycler TC-E-48D   Bioer Technology 
Thermal Cycler Dice Real Time System TP800  Takara Bio 
Infinite M1000 PRO     Tecan  
NanoDrop 1000     Tecan 
Glomax 96 Microplate Luminometer   Promega 
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実験方法 
 
1. 細胞培養 
HepG2 細胞は理研バイオリソースセンターから東北大学加齢医学研究所医用
細胞資源センターを通じて入手したものを使用した。CYP3A4 レポーター遺伝
子安定発現細胞株である 3-1-10 および 3-1-20 細胞は Noracyarttiyapot ら(42)
によって樹立されたものを用いた。 
各細胞は 10% fetal bovine serum、Antibiotic-Antimycotic [100 U/mL penicillin G 
sodium、100 μg/mL streptomycin sulfate、0.25 μg/mL amphotericin B]および MEM 
non-essential Amino Acid Solution を必要に応じて加えた 0.45% glucose、2mM 
L-glutamine 含有 Dulbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM）中で培養した。 
ヒト凍結肝細胞は Life Technologies 社より購入したものを使用した。細胞の融
解と播種は Cryo Hepatocyte Recovery Medium (CHRM)と Cryo Hepatocyte Plateing 
Medium (CHPM)を行った。また、培養は Williams’ Medium E に Cell Maintenance 
Supplement Pack を添加したものを用いた。 
培養は 5% CO2 -95% air を気相とした、37℃の CO2 インキュベーター内にて行
った。 
 
2. レポータープラスミドの作製 
本研究で使用したレポータープラスミド pCYP3A4-362.7.7k、pCYP3A4-362、
pCYP3A4-362m-7.7k、pCYP3A4-362-7.7km、pCYP3A4-362m-7.7km、
pCYP3A4-362-7.7kΔBsite、pCYP3A4-362-7.7keNR3A4 は、当研究室で既に作製
されたものを使用した(41)(63)。 
pCYP3A4-362+dNR-1, pCYP3A4-362+eNR3A4 and pCYP3A4-362+reNR3A4 
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pCYP3A4-362+は以下に示すプライマー (Table 1)を用いて PCR より単離した
フラグメントを pGL3CYP3A4-362 の BglⅡおよび MluⅠサイトに挿入するこ
とにより作製した。 
pCYP3A4-362+eNR3A4+dNR-1、pCYP3A4-362+reNR3A4+dNR-1 はそれぞれ
pCYP3A4-362+eNR3A4 と pCYP3A4-362+reNR3A4 の Acc65Ⅰおよび MluⅠサイ
トに dNR-1 を繋ぐことにより作製した。 
Table 1. Primers used for construction of reporter gene plasmids 
 
pCYP3A4-362-7.7km、pCYP3A4-362-7.7km、pCYP3A4-362-7.7km、
pCYP3A4-362-7.7km、pCYP3A4-362-7.7kmは Toriyabe らの報告(41)に従っ
て作成した。 
また、ポイントミューテーションが導入されたレポータープラスミドは
pCYP3A4-362-7.7k をテンプレートとして QuikChange II sitedirected mutagenesis 
kit を用いて作製した。 
 
3. プラスミド DNA の調製および精製 
3-1. 大腸菌の形質転換 
 DH5 50 L にレポータープラスミド溶液 2 L 加え、4℃で 30 分間静置した
dNR1
FW gcgggtaccATCTCAGCTGAATGAACTTGCTGAC
RV gcgacgcgtAGGAAAGCAGAGGGTCAGCAAGTTC
eNR3A4
FW gcgacgcgtATTAAACCTTGTCCTGTGTTGACCCCAGGT
RV gcgagatctTGAAAAGAATATGATAGCTTGT
reNR3A4
FW gcgacgcgtCAGTGATTATTAAACCTTGTC
RV gcgagatctTGAAAAGAATATGATAGCTTGT
 FW gcgacgcgtCAGTGATTATTAAACCTTGTC
RV gcgagatctTTCACCTGGGGTCAACACAGG
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後、42℃で 90 秒間インキュベートし、37℃で 1 時間静置した。その後 10,000 rpm
で 3分間遠心してからLB寒天培地上に播種し、シングルコロニーを形成させた。 
 
LB 寒天培地 
 Trypton 10 g 
 Bacto yeast extract 5 g 
 NaCl 10 g 
 寒天末 5 g 
 10 M NaOH 500 L 
 Distilled H2O up to 1000 mL 
 
上記溶液をオートクレーブにより滅菌し、放冷後に 100 mg/mL ampicillin を 1 mL
添加した。 
 
3-2. プラスミド DNA の抽出及び精製 
形成したシングルコロニーを 100 g/mL ampicillinを含有する 2 LのLB培地に
添加し 16 時間振盪培養した後、3,500 rpm、15 分間遠心し、集菌した。上清を捨
てた後、溶液Ⅰを 5 mL 加えて菌体を懸濁し、これに溶液Ⅱを 10 mL 加えて転倒
混和することで菌体を溶解し、さらに溶液Ⅲを 10 mL 加え転倒混和した後、3,500 
rpm、15 分間遠心した。遠心後、上清を 50 mL コニカルチューブに回収し、等
量のイソプロパノールを加え転倒混和し、3,500 rpm、15 分間遠心後、上清を捨
て、風乾後のペレットを TE バッファー 2 mL に溶解後、15 mL コニカルチュー
ブにまとめ、これにフェノール/クロロホルム溶液を 2 mL 加え転倒混和し、3,500 
rpm、1 分間遠心した。更に、得られた溶液の上層を 15 mL コニカルチューブに
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回収し、クロロホルムを 2 mL 加え、3,500 rpm、15 分間遠心した。得られた上
層を、さらに塩化セシウム密度勾配遠心法により精製した。 
 
溶液Ⅰ 
グルコース 9 g 
 0.5 M EDTA (pH 8.0) 20 mL 
 1 M Tris-HCl (pH 8.0) 25 mL 
Distilled H2O up to 1000 mL 
 
溶液Ⅱ 
 NaCl 8 g 
 SDS 10 g 
 Distilled H2O up to 1000 mL 
 
溶液Ⅲ 
 Potasium acetate 245.35 g 
 Acetic asid 115 mL 
 Distilled H2O up to 1000 mL 
 
TE バッファー 
 1 M Tris-HCl (pH 8.0) 10 mL 
 0.5 M EDTA (pH 8.0) 2 mL 
 Distilled H2O up to 1000 mL 
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3-3. 塩化セシウム密度勾配遠心法によるプラスミド DNA の精製 
 3-2 により得られた上層 4 mL に塩化セシウムを 4 g 溶解し、10 mg/mL ethidium 
bromide 30 L を加えた後、全量を OptiSeal チューブに移した。このチューブに
1 g/mL 塩化セシウム水溶液で満たし、85,000 rpm、20℃で 4 時間遠心を行った。
その後、DNA のバンドを新しい OptiSeal チューブに移し、再び 1 g/mL 塩化セシ
ウム水溶液で満たし、70,000 rpm、20℃、over night で遠心した。その後、再び
DNA のバンドを回収し、水飽和ブタノール 2 mL を加え、臭化エチジウムを除
去した後、DNA 溶液に水を加え全量を 4 mL とし、エタノールを 8 mL 加え転倒
混和し、3,500 rpm、15 分間遠心した。遠心後、上清を捨て 70％エタノールを 4 mL
加え、再び 3,500 rpm、15 分間遠心し、上清を捨て風乾した。得られた DNA を
適量の distilled H2O で溶解し、NanoDrop1000 を用いて OD260 を測定することで
DNA 濃度を算出した。 
 
4. レポーターアッセイ 
4-1. 培養細胞への DNA の導入（リポフェクション法） 
48-well plate に細胞を播種し、24 時間後にリポフェクション法にてトランス
フェクションを行った。トランスフェクション試薬は、Targefect F-1 を用いた。 
Targefect F-1 1 μL、DMEM 37.5 μL とプラスミド溶液（プラスミド DNA 0.4 μL 
(1 μg/μL)）、pGL4.82 0.1μL (0.5 μg/μL)）を加え、緩やかに攪拌した混合液を 37℃
にて20分間放置した。その間、プレート内の培地をアスピレーターにて吸引し、
新たに DMEM を 200 μL 添加した。20 分後に Targefect F-1 とプラスミド DNA
の混液をプレートの各 well に 37.5 μL ずつ添加した。トランスフェクションの
24 時間後に細胞培養液を除去し、各化合物あるいは溶媒を含む DMEM に交換
した。更に 48 時間培養後、細胞を回収しレポーターアッセイを行った。 
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4-2. ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
 ルシフェラーゼ活性は、Luciferase Assay System および Dual-Luciferase® 
Reporter Assay System をメーカー推奨のプロトコールに従って測定した。す
なわち、48-well plate で培養した細胞の各 well より培地を除去し、滅菌済みの
phosphate buffered saline (PBS) 150 μL で 2 回洗浄した。その後、各 well に 5
倍希釈した 5×Passive Lysis Buffer (PLB) 70 μL を添加後、ピペッティングに
より細胞を剥離させながら細胞溶解液を回収し、96-well tube に移した。これ
を 4℃、2,000 rpm、10 分間遠心分離後、上清 30 μL を 96-well white plate に
移し、ルシフェラーゼ活性を測定した。96-well white plate に添加されたサン
プル溶液 30 μL に対し、各 well に Luciferase Assay Reagent を 25 μL、ウミシ
イタケ由来ルシフェラーゼとの同時測定の場合は Stop & Glo® Reagent を更に
25 μL 加え、ルミノメーター (GlomaxTM 96 Microplate Luminometer)を用いて
測定した。なお、結果は DMSO 処理群に対する薬物処理群の割合で示した。 
 
4-3. タンパク質定量 
 タンパク質定量は Bradford 法(64)を利用した。細胞溶解液の上清 10 μL を
96-well plate に分注し、5 倍希釈した Protein Assay CBB Solution を 200 μL
加えて撹拌した。10 分間放置後、Infinite M1000 PRO を用い 595 nm の吸光度
を測定した。 
 
5. 組換えアデノウイルス 
ヒト PXR 発現アデノウイルス Ad-hPXR は当研究室で既に作製されたものを
増殖して使用した。ガラクトシダーゼ発現ウイルス AxCALacZ は東京大学医科
学研究所遺伝子解析施設の斎藤博士より供与されたもの(65)を増殖させ使用し
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た。力価測定は、ウイルスを希釈し、それに対する HEK293 細胞の変性を指標
として Karber の式により 50％細胞変性終末点 (50％ tissue culture infectious dose、
TCID50)を計算する方法を用いた。この方法とプラーク形成法で求めた値とはよ
く一致することが報告されている。 
 
6. ウイルス感染 
 48-well plate にて各細胞を 24 もしくは 48 時間培養後、培地を除去し、各濃度
の MOI に調整したウイルス溶液を 1 well あたり 100 μL 添加した。37℃、5％ CO2
条件下で 1 時間感染させ、培地を除去した後に新たな DMEM 培地を 200 μL 加
え、24 時間後に薬物処理を行った。 
 
7. siRNA を用いた発現抑制 
  まず、siRNA-lipid complex を以下の組成にて調製し、プレートの各 well に 100 
μL (24-well plate)もしくは 40 μL (24-well plate)添加した。 
 
＜siRNA-lipid complex＞ (24-well) (48-well)  
siRNA (10 μM) 3 μL  1.2 μL  
 Lipofectamine RNAiMAX 0.75 μL 0.3 μL 
 DMEM 100 μL 40 μL 
 
各 well に細胞を 2 x 105 cells/mL (24-well 用)、1 x 105 cells/mL (48-well 用)と
なるように細胞懸濁液を調製した。調製した細胞懸濁液を 500 μL (24-well 用)、
280 μL (48-well 用)ずつ、各 well に播種し、播種 6 時間後に培地交換を行い、
24 時間後に薬物処理を行った。 
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8. Real-time PCR 法 
8-1. total RNA 抽出 
 細胞の培地を除去し、各ウェルに Sepasol RNA I Super G を 300 μL 添加後、ピ
ペッティングにて剥離させながらチューブに移した。室温で 5 分間放置後、ク
ロロホルムを 60 μL 加えボルテックス後、12,000×g、4℃で 15 分間遠心分離し
た。得られた上清の水層を新たなチューブに移し、10 分間静置後に 150 μL のイ
ソプロパノールを加え 12,000×g、4℃で 15 分間遠心分離した。この上清を除去
し、75％ EtOH/DEPC 処理水を 1000 μL 加え 12,000×g、4℃で 10 分間遠心分離
した。再び上清を除去し、風乾した後に DEPC 処理水 12 μL で溶解し、ヒート
ブロッカーにて 65℃で 10 分間加熱したものをトータル RNA 溶液として使用し
た。トータル RNA 溶液の濃度は NanoDrop 1000 を用いて OD260 を測定すること
で算出した。 
 
 
8-2. cDNA 合成 
 抽出したトータル RNA 2 μg に 10 μM のオリゴ(dT)20プライマー溶液 2 μL を
添加し、DEPC処理水を加えてトータル 10 μLとした後に 70℃で 5分間加熱し、
オリゴ dT を付加した。その後、以下の組成でサンプルを調製し、GenePro Thermal 
Cycler TC-E-48D を用いて 42℃で 60 分間反応させることで cDNA を合成した。 
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逆転写用反応液 
 M-MLV reverse transcriptase 5×reaction buffer 4 μL 
 dNTP mix (10 mM) 1 μL 
 M-MLV reverse transcriptase (200 U/μL) 0.25 μL 
 DEPC 処理水 4.75 μL 
 Total  10 μL 
 
8-3. Real-time PCR 
 PCR 反応溶液を調製し、Thermal Cycler Dice Real Time System TP800 を用いて
PCR 反応を行った。反応条件は 95℃で 10 秒間処理後、DNA の熱変性を 95℃で
5 秒間、アニーリングおよび伸長反応を 60℃で 30 秒間とし、これを 40 サイク
ル行った。 
 
PCR 反応溶液 
 cDNA 溶液 2 μL 
 Forward primer (10 μM) 0.4 μL 
 Reverse primer (10 μM) 0.4 μL 
 2×CYBR premix ex taq 7 μL 
 Distilled H2O 10.2 μL 
 Total 20 μL 
 
各遺伝子の mRNA 現量は GAPDH 遺伝子の mRNA 発現量を用いて補正し、⊿⊿
Ct 法によりサンプル間での比較を行った。反応に用いたプライマーの配列を
Table 2 に示す。 
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Target primer sequence
FW 5'-CTGTGTGTTTCCAAGAGAAGTTAC-3'
RV 5'-TGCATCAATTTCCTCCTGCAG- 3'
FW 5'-CATGGGTGTGAACCATGAGAA-3'
RV 5'-GGTCATGAGTCCTTCCACGAT-3'
FW 5'-CATCCCCCACAGCACAACA-3'
RV 5'-CAGGGGTGAGAAACCGTTCA-3'
FW 5'-AACGGCCTACATACCCAGAGCTAA-3'
RV 5'-CCACCAATCCACAGTAGGGTCA-3'
FW 5'-TGGCAAGCTGGAACTCTTTCTG-3'
RV 5'-TCTGATTTCTCCAGCAGTGTATTGG-3'
FW 5'-CTACCGGCAGGAGCTGAACAA-3'
RV 5'-AATGATGGACTGAAATGGTCTGGAG-3'
FW 5'-TCGAGATGTTCCGAGAGCTGAAT-3'
RV 5'-GTCTGAGTCAGGCCCTTCTGTCTT-3'p53
CYP3A4
GAPDH
CYP1A1
MAP2K6
ATM
p38
 
Table 2. Sequences of oligonucleotide primers used for PCR amplification 
 
9. マイクロアレイ 
マイクロアレイ解析に用いるサンプルは細胞から RNeasy Mini Kit を用いて
メーカー推奨プロトコールに従って、RNA 抽出および精製を行った。トータル
RNA 溶液の濃度および純度は NanoDrop 1000 を用いて OD260および A260/A280
比を測定することで算出した。得られた RNA サンプルをクラボウ社に送付し、
アフィメトリクス社 GeneChip® プローブアレイ受託解析サービスを利用した。
また、マイクロアレイの再現性確認のために同じく RNA サンプルをクラボウ社
に送付し、アジレント DNA マイクロアレイ解析サービスも利用した。 
 
10. Emax および EC50 の計算 
Emax および EC50 の算出は Phoenix® WinNonlin® (Certara) を用いて行った。 
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11. 統計解析 
各群の有意差についてはスチューデントの t 検定 (Student t-test)により解析を
行った。 
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